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1. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Die Natur liefert ein breites Repertoire an unterschiedlichen Enzymen, die stetig neue Reakti-
onen und damit neue Produkte zugénglich machen®. Viele Enzyme katalysieren sehr spezi-
fisch chemische Reaktionen, manche Enzyme akzeptieren dennoch strukturell unterschiedli-
che Substrate, zeichnen sich also durch Substrat-Promiskuitat aus® 3. Substrat-Promiskuitét
bedeutet fir biologische Systeme einen evolutiondren Vorteil und gleichzeitig eine breite An-
wendbarkeit als Biokatalysator®.

Ziel dieses Projektes ist homologe Enzyme zu synthetisieren und auf ihr Substratspektrum zu
untersuchen. Als Enzyme werden zyklische GMP-AMP Synthasen (cGAS) verwendet, die die
Zyklisierung von ATP und GTP zu zyklischem GMP-AMP (2'3'-cGAMP) katalysieren. Das
2'3'-cGAMP ist ein sekundarer Botenstoff der in Saugerzellen eine Signalkaskade zur Produk-
tion von Interferonen und Cytokinen aktiviert, um mikrobiellen, parasitaren und viralen Infekti-
onen entgegenzusteuern® °. In bisherigen Studien wurden die katalytische Aktivitat und der
Reaktionsmechanismus des humanen und murinen cGAS charakterisiert”®. Es ist nicht be-
kannt, ob cGAS auch nicht-natirliche Substrate, also ATP- bzw. GTP-Derivate, akzeptiert
und zyklisiert. Die Relevanz von solchen Produktderivaten zeigen aktuelle Studien, in denen
nachgewiesen wurde, dass chemisch synthetisiertes 2'3'-cGAMP und einzelne Derivate in der
Tumortherapie eingesetzt werden kdnnen®. Die chemische Synthese ist jedoch sehr aufwén-
dig und resultiert in geringen Ausbeuten. Dies bestarkt das Interesse und den Bedarf, zykli-
sche Dinukleotide enzymatisch herzustellen und neue Derivate zu synthetisieren, die gege-
benenfalls neue Eigenschaften aufweisen.

2. Durchgefiuhrter Arbeitsplan

Es wurde zunéchst die Synthese von 8 verschiedenen homologen cGAS-Varianten mittels
zellfreier Proteinsynthese validiert. Aufgrund der geringen Enzymkonzentrationen, welche
durch die Synthese erhalten wurden, wurden die Enzyme im Anschluss in vivo synthetisiert,
um die katalytische Aktivitdt nachzuweisen. Fiur eines der Enzyme wurde das Substratspekt-
rum analysiert, indem 16 kommerziell erhaltliche Substrat-Derivate eingesetzt wurden. Die
Substrate haben Modifikationen an der Ribose-, Base- bzw. an dem alpha-Phosphat-Rest.
Die erhaltenen Produkte wurden mittels HPLC und LC-MS nachgewiesen und die Abnahme
der Substrate quantifiziert. Zusatzlich wurde eine praparative Menge von zwei Derivaten syn-
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thetisiert, aufgereinigt und mittels NMR bestétigt.

3. Ergebnisse

Zunachst wurde die Expression von verschiedenen homologen cGAS-Homologen mit zell-
freier Proteinsynthese validiert™. Die Aminosauresequenzen der homologen Enzyme, die ein
breites Spektrum im Bereich der Wirbeltiere abdecken, haben Ubereinstimmungen von 20 %
bis 90 %. Die zellfreie Proteinsynthese wurde fir das Screening eingesetzt, um zu untersu-
chen, ob die aus héheren Organismen stammenden cGAS-Gene effizient in einem E. coli-
basierenden Expressionssystem synthetisiert werden kénnen. Es konnten zwar alle Homolo-
ge synthetisiert werden, aber nicht in ausreichenden Mengen, um einen Aktivitdtsassay zum
Nachweis der katalytischen Aktivitat zur cGAMP-Synthese durchzufiihren. Deswegen wurden
die Enzyme in vivo synthetisiert, um grél3ere Mengen bereit stellen zu kénnen. Damit wurde
erfolgreich nachgewiesen, dass die neuen cGAS-Homologe vom Przewalski-Pferd, Nackt-
mull, WeiRkopfseeadler und Zebrafisch die Synthese von cGAMP katalysieren. Die Erweite-
rung der Liste der beschriebenen cGAS-Varianten ermoglicht den Erwerb weiterer Kenntnis-
se Uber den strukturellen und molekularen Mechanismus von cGAS, was madglicherweise zu
einer funktionellen Verbesserung des Enzyms fiihrt.

Eins der Homologe, das humane cGAS, wurde anschlielend auf das Substrat-Spektrum,
welches zu cGAMP-Derivaten fiihrt, untersucht?. 2'3'-cGAMP fungiert als Induktor fur die
Produktion von Typ-I-Interferonen. Derivate dieses wichtigen Botenstoffs sind fur pharmazeu-
tische Anwendungen sehr wertvoll. Es konnte gezeigt werden, dass humanes cGAS mit einer
Reihe von Nukleotiden-Derivaten reagiert
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Abbildung 1: cGAS-katalysierte Umwandlung von Substrat-
derivaten in zyklische Dinukleotid-Derivate.

4, Fazit
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Mit diesem Projekt wurde die Grundlage fir ein vielseitig einsetzbares Enzymscreening ent-
wickelt. Durch die Anwendung von zellfreier Proteinsynthese ist innerhalb kirzester Zeit die
Synthese von Enzymen fir Expressionsstudien oder Aktivitatstiberprifung maglich. Weiterhin
konnte ein Enzym umfangreich charakterisiert und eingesetzt werden, um neue Produkte zu
synthetisieren, welche fir die aktuelle Forschung eine grol3e Relevanz besitzen und fur die
ein enormes gesellschaftliches Interesse besteht.
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